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Zur Färbung der Diphtheriebazillen.
Von Dr. IL A. Gins, Vorsteher der Bakteriologiseh-
hygienischen Abteilung.
Die Behandlung der Diphtheiiebazillen mit Lugolseher Lösung
zur Sichtbarmachung der Babes-Ernstsehen Körperchen wurde bereits
von Löffler 9 selber angewandt, wie auch späterhin von Epstein ).
Beide Verfahren haben sieh nicht allgemein eingeführt, uinal da die
M. Neissersehe Doppelfarbung den Ansprüchen an die exakte Dar-
stellung der Polkörner in weitern Maße gerecht wird. Bei richtiger An-
wendung und in Erinnerung an die Grenzen ihrer Leistungsfähigkeit,
wie sie stets von M. Neisser selbst betont wurden, gibt sie gute Re-
sultate bei der Untersuchung der Kulturen auf Löfflerschem Serum.
Dagegen ist es bisher nur in einer beschränkten Zahl von 'ällen möglich,
mit Hilfe der Doppelfärbung die Diphtheriebazillen bereits in dem
Originalausstrich prä parat aus dem diphtherieverdächtigen Material
zu erkennen.
Wenn auch der Kliniker bei der Anwendung des Heilserums nicht
auf den Ausfall der bakteriologischen Untersuchung warten soll, so kann
es ihm doch ein erwünschter Hinweis auf die Natur des fraglichen Krank-
heitsbildes sein, wenn ein mikroskopisches Präparat bereits die Diphtherie-
bazillen sicher erkennen ließe. Daß dies in aUen Fällen möglich sein
könnte, wird kein mit dieser Frage Vertrauter erwarten. Aber schon
eine Vergrößerung der Aussicht, die bakteriologische Diagnose: Di-
phtherie aus dem Originalpräparat zu stellen, dürfte erwünscht sein.
Diesem Ziel scheint eine Modifikation der M. Neisserschen Doppel-
färbung entgegenzuführen, die ich seit mehreren Monaten anwende.
Sie besteht darin, daß zwischen die beiden Phasen der Färbung eine
kurze Behandlung mit einer Jodjodkaliiimlösung, die noch 1 auf 100
Milchsäure enthält, eingeschaltet wird. Diese Milchsäure-Lugol-Lösung
allein eignet sieh sehr gut zur Darstellung der reichlichen bakteriellen
Flora der Mundhöhle, was Mill e r 3) schon zu ihrer Verwendung vern1aßt
hatte. Bei der Prägnanz, mit der diese Lösung die Konturen der Mikro-
organismen zeichnet, lag der Gedanke nicht mehr fern, mit der charakte-
ristischen Färbung der Polkörner auch eine präzisere Färbung des Ba-
zillenleibes zu verbinden. Jo der Tat stellt sich die äußere Form des
Diphtheriebacillus bei der zu beschreibenden Färbung entschieden deut-
licher dar als nach der gewöhnlichen Doppelfärbung. Dazu aber scheint
die Jodlösung auf den von den Polkörnern aufgenommenen blauen
Farbstoff konservierend zu wirken, sodaß die Körner selbst in der Regel
intensiver gefärbt und größer erscheinen, als man es bisher zu sehen
gewöhnt war.
Die Färbung geht folgendermaßen vor sich:
Färbung mit Neisser I (Essigsäure-Methylenblau + Kristall-
violett) einige Sekunden. Abspülen mit fließendem Wasser.
Behandlung mit Lugolscher Lösung, die auf 100 Teile 1 Teil
konzentrierte Milchsäure enthält, etwa 3-5 Sekunden. Gut abspülen
Nachf ärbung mit Chrysoidin einige Sekunden. Abspülen.
Trocknen.
Zum guten Gelingen der Färbung ist daraul zu achten, daß die
Jodlösung nicht zu lange einwirkt, weil sonst die Bazillen unförmig
aufgetrieben erscheinen, und daß nach der Jodbehandlung gut gespült
wird, weil Reste der Jodlösung mit dem Chrysoidin einen üblen schwarzen
Niederschlag auf dem Präparat bilden können.
Mit dieser Modifikation haben wir Originaipräparate von frischen
Rachenfällen, von Rekonvaleszenten und Nasenfällen, außerdem aber
einige Hundert Präparate von Löfflerserumkultur gefärbt und folgende
Resultate erhalten:
Es wurden untersucht Original-Ausstrichpräparate von 385 frischen
Rachenerkrankungen, die ins Institut zur Feststellung von Diphtherie-
bazillen eingeschickt waren. Hiervon sind 145 durch die Kultur als po-
i) Bruns Beiträge zur Chirurgie 1011, Bd. 76, S. 777.
M. N eis ser und Gins, Ueber Diphtherie. Handbuch Kolle-
Wassermann, 2. Auflage.
Die Mikroorganismen der Mundhöhle. Leipzig 1889.
sitiv nachgewiesen worden. Der Gang der Untersuchung war immer
gleich: Wenn an dciii eingesandten Stift Material zu sehen war, wurden
2 Präparate ausgesti-ichen und eines nach der üblichen M. Neisse r sehen
Doppelfärbungsmethode, das andere mit der Jod-Modifikation gefärbt.
Die Resultate wurden sogleich aufgeschrieben und am nächsten Tage
mit dem Reultat der Kulturuntersuchung verglichen. Von diesen 145
kulturpositiven Fällen waren am Tage vorher mikroskopisch:
+ verdächtig -
alte Färbung 40 23 82
neue Färbung 85 15 45.
Es konnten demnach annähernd 59 % der positiven Fälle aus
dem mikroskopischen Originalpräparat diagnostiziert werden, während
dies bei der Doppelfärbung ohne Jodbehandlung nur in annähernd
29% gelang.
Bei 10 Fällen, die auf Grund der Kultur als verdächtige Stäbchen
beantwortet wurden, war einmal das Jod-Originalpräparat als ver-
dächtig, einmal als positiv bezeichnet worden. In dem letzteren Falle
waren 4 Tage vorher und 12 Tage nachher Diphtheriebazillen kulturell
nachgewiesen worden.
Unter den 230 kulturnegativen Fällen findet sich einer, bei dem
das Originaipräparat mit Jod-Milchsäure als positiv bezeichnet wurde.
Es handelte sieh dabei um einen Rekonvaleszenten, der versehentlich
unter den frischen Racheufällen gebucht und früher kulturell positiv war.
Aus dieser Reihe geht hervor, daß mit der Jod-Milehsäure-Behand-
lung eine erheblich größere Zahl von Diphtherieerkrankungen durch
das mikroskopische Präparat festgestellt werden konnten als ohne Jod
und daß der positive Befund regelmäßig durch die Kultur bestätigt wurde,
mit Ausnahme des einen alten, jedoch früher positiven Falles. Zu be-
merken ist dazu, daß die Diagnose Diphtheriebazillen mikroskopisch
dann gestellt wurde, wenn gut ausgebildete und zwei Polkörner cnt-
haltende Stäbchen gefunden wurden, und zwar nur, wenn diese typischen
Stäbchen in zahlreichen Exemplaren vorhanden waren. Auf ihre Form
und Lagerung ist ganz besonders zu achten. Diagnostische Schwierig-
keiten macht manchmal Lepthothrix bucoalis, wenn keine längeren Fäden
zu sehen sind. Bei genauerem Nachsehen findet man entweder diese,
odei aber Stäbehen, hei denen die gefärbten Polkörner nicht am Ende
(les Stähcheni liegen. I)ieser letztere Befund scheidet den Verdacht,
daß es sich uni einen 1)iphtheriebacillus handelt, nach unserer Er-
fahruiig aus.
Wenigei günstig waren unsere Resultate bei Rekonvaleszenten,
von denen 45 Fälle untersucht wurden. Unter diesen waren 23 kultur.
positive. Davon konnten mikroskopisch mit Jod 7, ohne Jod nur 2
diagnostiziert weideii. Auch bei dieser Reihe findet sich ein Fall, der
früher kulturpositiv WO und bei einer späteren Untersuchung mikro-
skopiseh positiv und in der Kultur negativ war. Bei Rekonvaleszent.eit
wiid die Untersuchung mikroskopischer Präparate allein schoxi dadurch
ungünstig beeinflußt, daß in der Regel nur sehr wenig Material ani
Abstrichappaiat haften bleibt, nachdem die Beläge geschwunden sind.
Ven 51 untersuchten Nasenabstrichen waren kulturell positiv I 7,
davon 7 im Originaipräparat positiv nach der Jod-Methode und 5 nach
der alten Methode. 2 weitere Fälle, in denen das Originalpräparat sichere
1)iphtheriebazillen reichlich erkennen ließ, mußten kulturell negativ
erklärt werden, da sieh auf der Lôfflerplatte überhaupt nichts von
Stäbchen fand. Es ist nicht von der Hand zu weisen, daß das reich-
liche Nasensekret das Wachstum der Diphtheriebazillen vielleicht un-
günstig beeinflußt hat.
Außer für Originaipräparate wurde diese Jod-Behandlung bei der
Doppelfärbung auch für Kulturpräparate angewendet. Einer der Unter-
sucher färbte mehrere Monate lang alle einlauf enden Fälle nach dieser
Methode. Die deutliche Färbung des ganzen Stäbchens kam auch hierbei
zum Ausdruck, ist jedoch nicht so wesentlich, daß einer allgemeinen
Einführung für die Kulturpräparate das Wort geredet werden könnte.
Hierfür gibt die alte M. Neissersehe Doppelfärbung so gute Resultate,
daß zu einem Abgehen von ihr kein Grund vorliegt. Immerhin hat diese
vergleichende Untersuchung bewiesen, daß die Spezifizität der Doppel-
färbung durch die Jod-Milchsäurebehandlung sicher nicht vermindert
wird. In einzelnen Fällen war durch sie das Auffinden weniger Diphtherie-
bazillen entschieden erleichtert. Bei einer Reihe von Reinkulturen von
echten und Pseudodiphtheriebazillen gaben von den letzteren nicht eine
Doppelfärbung. Dagegen die echten Diphtherien alle.
Bezüglich der Diagnose Diphtherie aus dem Originalpräparat
sei betont, daß diese Methode nicht entfernt die Möglichkeit bietet,
auf die Kultur etwa zu verzichten, ebensowenig wie dem negativen
mikroskopischen Befund Beweiskraft zuzusprechen ist. Lediglich das
Auffinden nicht vereinzelter typisch gefärbter und gelagerter Stäbchen
gestattet die Diagnose aus dem Originaipräparat, und auch dabei möchte
ich dem nicht sehr geübten Untersucher für den Anfang große Vorsicht
empfehlen.
Zusammenfassung. 1. Durch Einschaltung einer kurzdauernden
Behandlung mit Lugolsoher Lösung, die 1 % Milchsäure enthält, zwischen
die beiden Phasen der M. Neisserschen Doppelfärbung erhält man
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eine prägnantere Zeichnung des ganzen Bazilienleibes und stärkeres
Hervortreten der Polkörner beim Diphtheriebacillus.
Die Spezifizität der Färbung wird dadurch in keiner Weise ver-
ändert.
Diese Modifikation ist besonders geeignet für die Besichtigung
von Originaipräparaten aus frischen Rachenfällen. Es können da-
durch bis annähernd 60% der positiven Fälle schon mikroskopisch fest-
gestellt werden.
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